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論文題目  
 
Application of X-chromosome inactivation pattern (XCIP) analysis 
in canine haematological disorders for detection of their clonalities 
（犬の造血器疾患のクローン性判定における X染色体不活化パターン(XCIP)解析の応用） 
 
 
  
 腫瘍性疾患は基本的には病理組織学的所見に基づいて診断されるが、細胞のクローン性評価は
腫瘍性疾患の診断に役立つことが示されている。リンパ系腫瘍では抗原レセプター遺伝子の再構
成を検出する PCR検査が人をはじめ犬や猫の臨床に導入されているが、本検査を造血器腫瘍な
どの非リンパ系腫瘍に応用することはできない。また、人の造血器腫瘍では多くの疾患特異的な
遺伝子変異が見いだされており、それを利用したクローン性解析が実用化されてきたが、犬の造
血器腫瘍においては臨床診断に応用可能な遺伝子変異は見いだされていない。 
 一方、メス個体にしか利用できないが、あらゆる臓器由来の細胞のクローン性解析に応用可能
な X染色体不活化パターン(X-chromosome inactivation pattern, XCIP)解析システムについて
は古くから知られており、人では HUMARA (human androgen receptor assay)として臨床応用
されてきた。しかし、純粋品種個体の多い犬においては、X染色体上のアンドロジェンレセプタ
ー(androgen receptor, AR)遺伝子における CAG繰り返し塩基配列に関するホモ接合体が多いた
め、その臨床応用に関する障害が存在した。 
 そこで本研究においては、はじめに犬における XCIP解析システムの適用可能率を上げるため
の改良を行った。次いで、ここで構築した XCIP解析を用い、犬の造血器疾患におけるクローン
性細胞集団の存在を実証するとともにその病態解析を行うこととした。 
 
第 1章 
SLIT and NTRK-like family, member 4 (SLITRK4)遺伝子の多型解析の併用による犬の X染色
体不活化パターン(XCIP)検査の改良 
 
 哺乳類のメスの細胞が有する 2本の X染色体のうち一方は胎生期にエピジェネティック修飾
の一である DNAメチル化によって不活化されていることが知られている。この現象は細胞ごと
にランダムに生じ、そのメチル化状態が娘細胞へと継承されるため、通常の組織を構成する細胞
集団では母親由来 X染色体と父親由来 X染色体が不活化されている頻度はほぼ同様で，その比
率はおよそ 1:1となっている。一方、腫瘍細胞は基本的には単一の細胞に由来し、そのクローン
性増殖の結果として腫瘍組織が形成されるものと考えられている。細胞分裂の後も X染色体の
不活化状態が維持されるため、組織内に占める腫瘍細胞集団の比率が高い場合には XCIPに大き
な偏りが生じる。したがって、XCIPパターンの偏りによってクローン性細胞集団の存在が示唆
されることになる。 
 当教室では以前に AR遺伝子の CAGリピートの多型とそのメチル化状態を基にした犬の
XCIP解析系を報告しているが、多型を示す個体の割合が約 50％と低いために本検査を利用でき
る個体が少ないという欠点があった。そこで本研究では、犬の XCIP解析の臨床応用性を向上さ
せることを目的として、AR遺伝子に加えて同じく X染色体上に存在する SLIT and NTRK-like 
family, member 4 (SLITRK4)遺伝子の解析を併用した XCIP解析系を構築し、その有用性につ
いて検討した。 
 はじめに、腫瘍性血液疾患に罹患していない 150頭のメス犬の末梢血 DNAを材料 に用い、
AR遺伝子の 2ヶ所の CAGリピートおよび SLITRK4遺伝子の 2ヶ所の ACリピートの合計 4
ヶ所の繰り返し構造の塩基配列を解析した。その結果、2本の X染色体がその繰り返し構造の長
さに関してヘテロ接合性を示す割合は、AR遺伝子では 53％、SLITRK4遺伝子では 59％であっ
たが、その両方の遺伝子の 4ヶ所の繰り返し構造のうちいずれか 1ヶ所以上でヘテロ接合性を示
す割合は 83%にまで上昇し、XCIP解析を利用可能な症例の比率を上げることができた。次に、
SLITRK4遺伝子の 2ヶ所の ACリピートのいずれかでヘテロ接合性を示した健常な 26頭の末
梢血 DNAについて実施した XCIP解析の結果から、非腫瘍性細胞集団における不活性アレル比
(corrected inactivation allele ratio, CIAR)の基準範囲を 4.0未満とした。さらに、XCIP解析に
おける CIARに対する年齢の影響を検討するため、6ヵ月齢未満の子犬から 12歳齢以上の高齢
犬を含む合計 236頭について、各年齢群の個体から採取した末梢血 DNAにおける CIARを求め
た。その結果、XCIP の偏りを示す個体(CIAR>4.0)が全体の 6.8%(16/236)認められた。人では健
康であっても高齢になると XCIPの偏りが生じやすくなることが報告されているが、今回の犬に
おける解析では XCIP の偏りと年齢との間に関連は認められなかった。また、血液疾患に罹患し
ていない同一個体 28頭由来の末梢血 DNA と正常組織 DNA(肝臓、皮下組織、口腔粘膜など)に
ついて CIARを比較したところ、両者の間に相関は認められなかった。 
 本章では、SLITRK4遺伝子の解析を組み合わせることにより、AR遺伝子を用いた場合より
も臨床的有用性の高い XCIP解析システムを開発することができ、本解析システムに関する基礎
的な条件を設定することができた。 
 
第 2章 
犬の真性赤血球増加症における X染色体不活化パターン(XCIP)解析を用いた血球のクローン性
の評価 
 
 真性赤血球増加症(polycythemia vera, PV)は分化した血球の増殖を伴う骨髄増殖性腫瘍
(myeloproliferative neoplasms, MPNs)の一つであり、赤芽球系細胞の自律性増殖を特徴とし、
犬においてもまれに発生が認められる。医学領域では 60％以上の症例において末梢血中の白血
球にクローン性が検出され、またおよそ 90％の症例で JAK2遺伝子の変異(V617F)が報告され
ている。しかし、犬の PVにおいては細胞のクローン性を証明した報告はなく、現状では犬にお
ける PVの診断は赤血球増加症を引き起こす各種疾患の除外に基づいている。 
 本章では、犬の PV における臨床病理学的特徴を評価するとともに、第 1章で確立した XCIP
解析によって犬の PV 症例におけるクローン性細胞の検出を試みた。臨床的・血液学的に PVと
診断した 8例のうち、白血球増加症および血小板増加症の併発がそれぞれ 2例および 1例認めら
れた。人の PVにおいては汎血球増加症が高頻度に認められているが、今回の犬の PV症例では
他の血球系統の増加症の頻度は低かった。 
 8例のうち 6例(75%)は AR遺伝子/SLITRK4遺伝子のいずれかに関してヘテロ接合性を示し
たため、XCIP解析によるクローン性細胞集団の検出が可能であった。これら 6例のうち 5例 
(83％)では末梢血 DNAにおける CIARが 4.0を上回り、クローン性に増殖した細胞集団の存在
が示された。さらに、骨髄サンプルを解析することができた 3例のうち 2例はきわめて高い
CIAR(>10.0)を示した。一方、末梢血液より単離した Tリンパ球由来 DNAにおける CIAR は低
値(<4.0)であった。さらに、これら PVの 8例に関して JAK2 V617F 遺伝子変異について解析し
たところ、いずれの症例にも当該変異は認められなかった。 
 本章での研究により、犬の PVにおいて異常な骨髄系幹細胞に由来するクローン性に増殖した
細胞集団の存在を証明することができた。犬の PVの診断における新たな診断ツールが得られ、
今後の臨床応用が期待される。さらに、犬の PVは人と同じ JAK2 V617F遺伝子変異によるも
のではなく、今後は遺伝子の網羅的解析などを用いて他の遺伝子変異を探索していく必要がある
ものと思われた。 
 
第 3章 
犬の骨髄異形成症候群における X染色体不活化パターン(XCIP)解析を用いた血球のクローン性
検出 
 
 骨髄異形成症候群(myelodysplastic syndrome, MDS)は骨髄細胞およびそれに由来する成熟血
球の異形成と無効造血を特徴とする疾患群である。医学領域において、MDSは急性骨髄性白血
病(acute myeloid leukaemia, AML)を主体とする造血器腫瘍の血液学的分類である FAB 
(French-American-British)分類の確立によって 1980年代以降にその疾患群としての特徴が明ら
かにされた。医学領域では 60 - 100％の症例で細胞のクローン性が検出されるとともに、さまざ
まな頻度で AMLへ移行することが示されており、前白血病段階の疾患と考えられている。犬に
おいても人のMDSと血液学的に類似した病態がしばしば観察されるが、その診断に関しては血
球の形態学的異常に基づいているために客観的な診断手法が求められている。 
 本章では、犬のMDSにおいて、その臨床病理学的特徴を評価するとともに、第 1章で確立し
た XCIP解析を用いることによってクローン性に増殖した細胞集団の検出を試みた。人における
WHO分類(2008)における基準を参考にしてMDSと診断した 15例のうち、12例で非再生性貧
血、2例で好中球減少症、7例で血小板減少症が認められた。また、2例では非再生性貧血と併
発して著しい血小板増加症が認められた。異形成を示唆する形態異常として、分離多核巨核球
(6/15, 40％)、巨赤芽球様変化(3/15, 20％)、微小巨核球(4/15, 27%)、および環状鉄芽球(1/15, 
6.7%)が観察された。 
 15例のうち 12例(80%)は、解析遺伝子の繰り返し構造のいずれかに関してヘテロ接合性を示
し、XCIP解析の実施が可能であった。XCIP解析の結果、MDS症例 12例中 4例(33%)におい
て末梢血 DNAの CIARが 4.0を上回り、また骨髄サンプル DNAを解析した 9例中 6例(67%)
において高い CIAR(4.3 - >10.0)が得られ、クローン性に増殖した細胞集団の存在が示唆され
た。さらに、1例については死後の剖検によって全身臓器の組織学的検討を行ったところ、AML
に進行していることがわかった。 
 今回の XCIP解析により、犬のMDS症例においてクローン性に増殖した血液細胞集団が存在
することが明らかとなり、本疾患が異常な造血幹細胞に由来することが示された。今後、XCIP
を利用したクローン性解析を取り入れることにより、犬のMDSの診断および病態解析に新たな
展開が得られるものと期待される。 
 
 これら一連の研究により、XCIP解析によるクローン性解析を犬の造血器系腫瘍の診断に応用
することが可能となった。造血器疾患の病態はきわめて多彩であり、致死的な疾患が多いにもか
かわらずその診断に役立つ客観的情報が不足していることが問題となっている。本研究で得られ
た成果は、これら造血器疾患の診断においてこれまでとはまったく異なる視点からの検査手法を
提供するものであり、今後の臨床腫瘍学の発展に寄与するものと考えている。 
 
